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[摘 要 ] 目的: 探讨全反式维甲酸对结肠癌不同增殖潜能细胞株 VEGF表达的作用;研究 VEGF在结肠癌侵
袭和转移中的作用。方法: 采用细胞培养观察、ATRA干预、MTT和 FACS方法确定结肠癌细胞株 CW - 2和 LS174T
的生长增殖状况 ,用 Northern b lotting方法检测结肠癌中 VEGF mRNA的表达量, 用免疫细胞化学观察细胞 VEGF蛋
白的表达。结果: MTT生长曲线显示结肠癌细胞株 LS174T的生长增殖比 CW - 2快; FACS结果显示 LS174T细胞的
S期细胞较 CW - 2细胞数多; N orthern b lo tting和免疫细胞化学检测在 CW - 2中有明显的 VEGF表达 ,但在高增殖细
胞株 LS174T中 VEGF的表达更明显。结论: VEGF在结肠癌细胞株中有较高的表达。在高增殖结肠癌细胞株 VEGF
表达更明显。ATRA可能通过抑制 VEGF表达,而抑制结肠癌细胞的增生。
[关键词 ] 结肠肿瘤; 内皮生长因子; 维甲酸; 肿瘤转移
[中图分类号 ] R363 [文献标识码 ] A
Effect of all trans retinoic acid on VEGF expression in colorectal carcino
ma cell strain w ith different proliferation potential
Y IN P ing
1
, WANG X iao- m in
2
, WANG B in
3
, JI Y i- x in
1
( 1 D epartm ent of P athology, 2 D epartmen t of surgery, Zhong shan H osp ital, 3 D ep ar tm ent of Pathophy siology, M ed ical Col
lege, X iam en University, X iam en 361004, China. E - mail: y inp ing20022002@ yahoo. com. cn)
[ABSTRACT] A IM: To investiga te the Effects o f ATRA on vascular endo the lia l g row th factor ( VEGF ) expression
in co lorectal carc inom a ce ll stra in w ith different pro life rative potentia ,l and to study the ro le of VEGF in co lo rectal carcinom a
w ith invasion and m e tastasis. METHODS: The state of pro lifera tion in CW - 2 and LS174T ce ll stra in w ere investiga ted by
using ce ll culture, ATRA interven tion, MTT and FACS. Quantita tive expression o fVEGF mRNA in co lo recta l carc inom aw as
detected by Northern blotting. The prote in express ion o fVEGF w as observ ed by imm unoh istochem istry. RESULTS: G row th
curve ofMTT show ed that pro lifera tion o f LS174T ce ll stra in was faster than those o f CW - 2, FACS showed tha t the ce lls in
S phase o f LS174T cell stra in w ere mo re than tho se o f CW - 2. De tection by No rthern blotting and immunohistochem istry
show ed that the expression of VEGF mRNA in LS174T cell stra in w as obv iously h igher than those in CW - 2. Fu rtherm ore,
ATRT at a dose o f 10- 5 m o l/L sign ifican tly inh ibited ce ll pro liferation and VEGF expression in LS1747 ce ll strain. CON
CLUSION: VEGF promo tes ang iogenesis and increases blood supply in co lo rec tal carcinoma, w hich is c losely co rre lated
w ith tumo r g rowh. a ll- trans retino ic ac id ( ATRA ) m ay restra in cell pro life ra tion of co lorecta l carc inom a through down regu
lation of VEGF expression.
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现已明确血管内皮生长因子 ( vascular endotheli





采用 MTT、RT- PCR、Northern b lo tt ing和免疫细胞化
学等方法探讨 VEGF在不同增殖潜能结肠癌细胞株
中的丰度表达;并采用全反式维甲酸 ( all- trans reti
no ic ac id, ATRA )对不同增殖潜能结肠癌细胞株 CW
- 2和 LS174T的作用来研究 ATRA对结肠癌细胞株
生长增殖和对 VEGF表达的影响。
材 料 和 方 法
1 细胞培养
结肠癌细胞株 CW - 2和 LS174T购于中科院上
海生化细胞生物研究所。用含 10%小牛血清的 RP
M I- 1640培养液进行培养, 37  、5% CO2、饱和湿
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度条件下常规培养, 2 d换 1次培养液。取对数生长
期细胞进行实验。
2 MTT观察细胞生长曲线
两株细胞分别设立 6个实验组: ( 1)空白对照组:
培养的细胞不做任何处理; ( 2) 3个 ATRA组: 分别加







mo l/L; ( 3)乙醇对照组:加入与 ATRA组等量无水乙
醇。每组细胞接种到 96孔板上,细胞进行计数换算
成 1 ∀ 105 ce lls /w e l,l每组共设 8个复孔; ( 4) 培养液
对照组:单纯含 10%小牛血清的 RPM I- 1640培养
液。每孔培养液 90 L, ATRA组加入 10 L不同浓
度的 ATRA,培养 24 h,加入 MTT( 5 g /L )溶液 20 L
(已过滤除菌 ),避光振荡 5 m in后, 置培养箱中培养
4 h后取出, 弃去液体,在各孔中加入 100 L的 DM
SO, 避光 15 m in后, 用酶标仪检测 570 nm波长下每
孔细胞吸光度 (A )值,共检测 4 d, 取其平均值。制作
细胞生长曲线。
3 FACS检测细胞周期
CW - 2和 LS174T细胞长至 80%, 用 H anks洗
涤细胞生长面, 弃去上清液, 加入 0 25% 的胰酶
2 mL消化细胞, 直至细胞完全消化下来, 转入离心
管中离心,用 PBS调整细胞数为 5 ∀ 109 cells/L, 用细
吸管将其迅速喷射到 4  的 70%乙醇中,混匀,取固
定后的 10
6
个细胞用 PBS洗 2次,加入 RNA酶至终
浓度为 50mg /L和 PI至终浓度为 50 mg /L, 于 PBS
中配成 1 mL细胞悬液, 氩离子激光器 ( A rgon Laser,
2W )为光源的 Becton- D ick inson公司 FACS420型
流式细胞仪上检测被 PI标记的细胞, 激发波长为
488 nm,用 590 nm长通滤光片检测 DNA - PI荧光,检
测期间校正仪器 CV值为 5%以内,测量结果输入 HP
- 300Consort30计算机进行处理,进行细胞周期分析。
4 Northern blotting检测
结肠癌细胞株 CW - 2和 LS174T分别设立 3个
实验组: ( 1) ATRA组: 加入 ATRA, 使 ATRA的浓度
为 10
- 5
mo l/L; ( 2)乙醇对照组: 加入与 ATRA组等
量无水乙醇; ( 3)空白对照组: 培养的细胞不做任何
处理。当癌细胞长满 80%瓶底面积时, 去除含血清
培养液, 用不含血清的培养液洗 3次后, 采用 Trizo l








。用 Cyclone同位素扫描仪 ( Packard公司 )确定
N orthern b lo tt ing的吸光度。
5 免疫细胞化学染色
免疫细胞化学所用试剂均为单克隆抗体、浓缩
型。所用抗体鼠抗人 VEGF(稀释倍数 1#50) ; 试剂
由美国 N eoM arker公司生产。超敏 S - P浓缩 (小























波长 ( 570 nm )的吸光度可客观、真实地反映活细胞
数和细胞代谢强度。从细胞生长曲线表达看,
LS174T细胞生长曲线陡峭,而 CW - 2细胞生长曲线
走向平缓,因此 LS174细胞增殖能力明显较 CW - 2
细胞快。比较生长 4 d的细胞数及 MTT吸光度, 发
现 LS174T细胞与 CW - 2细胞间差异显著, 实验结
果提示 LS174T细胞生长分裂快 (P < 0 05)。ATRA
对细胞的生长增殖有抑制作用,其抑制程度与 ATRA
的浓度呈正比, 不同浓度的 ATRA对细胞的抑制程
度有显著差异 (P < 0 05)。其中 ATRA对于生长较
慢的 CW - 2细胞抑制作用较弱 (图 1)。而对于生长
较快的 LS174T细胞生长抑制作用明显 (图 2)。
2 结肠癌不同细胞株生长周期的比较
LS174T细胞株 G0 /G1期为 ( 51 82 % 0 57)%, S
期次之: ( 39 04 % 2 35)% , G2 % M 期最少 ( 9 15 %
1 13)% ,而 CW - 2细胞株处于 G0 /G1期为 ( 60 30
% 0 58)%, S期次之: ( 30 46 % 2 35)% , G2 % M 期
最少 ( 9 21 % 1 13)%。两株细胞的分裂增殖状态不
同, CW - 2和 LS174T细胞株在细胞周期进程上有差
别, LS174T细胞 G1期细胞数比 CW - 2细胞 G1期
少,在细胞周期中 LS174T细胞株生长较快。
3 结肠癌不同细胞株 Northern blotting检测显示
VEGF mRNA的比较
两株细胞经用 Cyclone同位素扫描仪确定 N orth
ern b lo tting的吸光度。两株细胞的  - actin mRNA
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显示稳定的表达,同一细胞不同实验组之间  - act in
mRNA的量无显著差异 (P > 0 05)。而生长较快、恶
性程度较高的结肠癌细胞株 LS174T比 CW - 2细胞
株 VEGF mRNA表达量明显增多, 两者的 Northern




白对照组 3组间均可见 VEGF mRNA条带, 3组间
VEGF mRNA的 Northern b lo tting吸光度与相应对照
组  - act in mRNA 之间相比后有显著差异 ( P <
0 05)。增殖较快的 LS174T细胞, ATRA有明显诱
导细胞内 VEGF mRNA量的改变, 10
- 5
mol/L的 AT
RA、乙醇对照组、空白对照组 3组之间 VEGF mRNA
表达有显著差异 (P < 0 05,图 3、图 4)。
F ig 1 MTT resu lts show the e ffects o f ATRA on CW - 2 co lon
cance r ce ll stra in. * P < 0 05 vs ethano l contro l and vac
u ity contro.l  x % s. n= 8.
图 1 CW - 2结肠癌细胞MTT检测结果
F ig 2 The effects of ATRA on LS174T colon cancer ce ll strain
( MTT resu lts). * P < 0 01 vs ethano l control and vacuity
contro.l  x % s. n = 8.
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